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論 文 内 容 要 旨
気管支喘息や種々のアレルギー性疾患の炎症局所において,好酸球の集積が特徴的に観察されることは
古 くから知られていたが,集 積 した好酸球の役割については不明な点が多かった。 しか し,好酸球穎粒内
に存在する種々の塩基性タンパク質についての研究が進むに従 って,好酸球はアレルギー性疾患の増悪に
関わっていることが強 く示唆され,好 酸球の集積あるいは脱穎粒 を抑制する薬剤はアレルギー性疾患の治
療薬として期待 されている。好酸球の集積 または脱穎粒を抑制する作用 を持つアレルギー性疾患治療薬を
創出するためには,その機序を解明 して薬物のターゲット分子を明 らかにすることが重要である。しかし,
その機序は解明されていないことから,ターゲット分子が絞 り込めず,こ のことが好酸球の集積 または脱
穎粒抑制をコンセプ トにする新薬の創薬研究を難 しくしていた。そこで本研究においては,こ の機序を明
らかにすることでターゲ ット分子を見い出し,それを新薬開発 に結び付けることを目的として,好酸球の
組織集積反応および脱穎粒反応のモデル系の作製を行い,それらの機序について解析 を試みた。
第1章 マウスアレルギー性腹腔炎モデルを用いた好酸球集積機序の解析
アレルギー性炎症に基づ く好酸球集積モデルとして,ブ タクサ花粉抗原によって誘発 されるマウスアレ
ルギー性腹腔炎を選定 した。本モデルは,感作後に抗原液を腹腔内へ投与 してアレルギー性炎症を誘発す
るものである。腹腔炎を誘発後の血管透過性充進および局所における遊離ヒスタミン量の経時変化を調べ
ると,誘発直後の10分間をピークとする即時型反応が観察 され た。感作マウスの血液中には,抗 原特異
的なIgE抗体が検出されたことから,誘発直後の即時型反応はIgEに感作 された肥満細胞が関与する1型
アレルギー反応であると推測 された。また,誘発後の腹腔集積細胞数の経時変化 を調べると,誘発後8時
間から好酸球および単核球数の増加がみられ,誘発後72時間まで漸増 した。48時間後の腹腔細胞総数に
対する好酸球比率は,誘発前に5%程 度であったものが約20%に増加 した。
好酸球の集積機序には,感作T細 胞が関与 していることが示唆されている。そこで,当該モデルにおい
て,免疫抑制剤であるシクロスポリンの効果を検討 したところ,好酸球集積に対する用量依存的な抑制効
果が検出された。好酸球に特異的な分化因子 としてinterleukin(IL)一5が発見 され,そ の主要な産生細胞
はT細 胞であると報告 された。 さらに,IL-5は好酸球に対する分化活性のみならず,生存延長,遊 走およ
び活性化を誘導することも加vゴ飽 試験において明らかになった。そこでIL-5の加vfvoにおける役割を明
らかにするために,本 モデルを用いて抗1レ5中和抗体の効果を検討 したところ,集積好酸球数が有意に
減少 した。さらに,抗原刺激に伴 って腹腔細胞中のCD4陽性T細 胞がIL-5を産生 していることを確認 し
た。以上の結果から,ア レルギー性炎症の好酸球集積機序にH!5が関与 していることが明らかになった。
肥満細胞 はヒス タミンなどのケミカルメディエーターの遊離を介 して即時型反応に関与するのみなら
ず,種 々のサイ トカインを産生 し,好酸球集積反応などの遅発型アレルギー反応にも関与することが示唆.
され てい る。そ こで,本 モデルを用 いて,好 酸球集積反応機序への肥満細胞 に由暫 るメディエ ーターの
関与について検討 を加えた。
一130一
ブタクサ花粉感作マ ウスに抗dinitroゆhenol(DNP)一マ ウスIgE抗体 を投与 して二重感作 動物 を作製 しゴ・
ブタクサ花粉抗原液 またはDNP結 合卵 白アルブ ミン液 を投与 して腹腔炎 を誘発 した。 その結果,い ずれの
抗 原 も即 時型反応 を誘発 した ものの,そ の後の好酸球集積 はブタクサ花粉抗原液 を投与 した群 にのみ観察
された。 さらに,肥 満細胞欠損マ ウス(WBB6F1-W/wv)をブタクサ花 粉抗原 で感作 してア レルギー性腹
腔炎 を誘発す る と,即時型反応 は全 く認め られない ものの,好 酸球 集積反応 は野生型 と同様 に観察 された。
以上 の結果か ら,本 モデルにおける好酸球集積反応 には,肥 満細胞 由来のメデ ィ干 一ターの関与 はほ と
ん どないこ とが強 く示唆 された。
第2章 抗原特異 的な好酸球脱穎粒 に関与す るイムノグロブ リンクラスの同定
炎症局所 に集積 した好酸 球か ら細胞外 へ放出 される穎粒 タ ンパ ク質 が,気 道上皮細胞や鼻粘膜上皮細胞
に対 して細胞傷害性 を発揮 する ことによって,気 管支 喘息や ア レルギー性鼻炎 な どのア レル ギー性 疾患の
増 悪 に重 要な役割 を果 た している。 しか し,炎 症局所 における好酸球の脱穎粒 反応が いかなる機序 に基づ
いて誘導 されるのか は不 明であ る。IgEと抗 原の相 互作用 は,ア レルギー性疾患の発 症 に重要 な役 割 を果
た している と考 えられている。一方,ア レルギ ー性疾患 の発症 にIgGが関与す る可能性 につ いて も,い く
つか報告 されてい る。好酸球 はその表面 にIgA,IgGおよびIgEに対す るFc受容体 を発現 している と報告
されているが,ア レルギー性疾患 の炎症局所 において,好 酸球の抗原認識 に関与す るイムノグロブ リンク
ラスは明 らか になっていない。そこで,ブ タクサ花粉 ア レルギー患者の血清 あるいは肺臓気管分節抗原曝
露試験 において得 られた気管支肺胞洗 浄液 を用 いた抗 原特異 的なfnv臨o好酸球脱頴粒反応系 を作 製 し,
その反応 に関与す るイムノグロブリンクラスの同定 を試みた。
ブ タクサ花粉抗原 を固相化 した培養 プレー トに,ブ タクサ花粉抗原 に感受性 のあるア レルギー患者 由来
の血清 または気管支肺胞洗浄液 を添加 してインキュベー トした。洗浄後,好 酸球 を添加 して培養 を続 ける
と,抗 原依存 的な脱穎粒反応が誘 導 された。固相化抗 原 と血清 または肺胞洗浄液 を反応 させ た後,好 酸球
を添加 する前 に抗IgG抗体(抗 ヒ トIgGヤギIgGF(ab')2)でプレー ト表面 を処理する と,こ の脱穎粒反
応 はほぼ完全 に抑制 されるが,抗lgE抗 体処理 は影響 を与 えなかった。 また,プ ロテイ ンA結 合 ビーズ
を用いて血清 中か らIgGのみを選択的 に吸収 した場合 に血清 は脱穎粒誘導能 を失 うが,抗IgE抗 体 ビー
ズ によるIgEの 吸収 は,脱 穎粒誘導能に影響 を与 えなか った。 さらに,種 々のFc受 容体 に対する抗体 を
用 いた検:討を行 った結果,抗FcγRII抗体 のみが抗原依存的 な脱穎粒反応 をほぼ100%抑制 した。以上 の
結果は,ア レルギー性炎症 局所 において,抗 原特異 的なIgGがFcγRIIを介 して好酸球の脱穎粒 反応 を誘
導す ることを示 してい た。
ヒ トIgGはIgG1～IgG4のサブクラスに分類 され,各IgGサ ブクラス を固相化 した培養 プレー トで好酸
球 を培養 した ところ,IgG1およびIgG3が脱穎粒 反応 を誘導 した。 さらに,患 者 由来 の血清 に含 ま,れる抗原
特異的IgGサ ブクラス を定量 した結果,IgG、とIgG3量が血清 の脱顎粒誘導能 と有意な正の相関関係 にあ
り,こ の傾 向は気管支肺胞洗浄液 において も認 め られた。以上の結果か ら,ア レルギー性疾患 の炎症局所
における好酸球脱穎粒反応は,抗 原特異 的なIgG1およびIgG,によって誘 導 されるこ とが強 く示唆 された。
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第3章lgGで 誘発 される好酸球 のエフ ェクター機能 に対 する細胞接着の役割
白血球表面のCD18分 子 を先 天的に欠いているleukocyteadhesiondeficiency(LAD)の患者 に由来する
好 中球 お よび単球 を用い た研究か ら,β2イ ンテ グリン(CD11とCD18の二量体)を 介 する接着反応 が
白血球機能の誘導 に重 要な役割 を果 た している ことが示唆 され ている。好 酸球 においても,血 小板 活性化
因子 やIL-5によって誘導 され るエ フェクター機能 の発現が,β2イ ンテグ リンを介す る接着反応 に依存
している と報告 されてい るが,IgG介在性 のエ フェ クター機 能発 現 に関す る報告 はみ られ ない。 そこで,
IgGで誘発 され る好酸球のエ フェク ター機能 に対す る接着 反応 の役割 につ いて検 討 した。好酸 球 を固相化
IgGで刺激す る と,脱 穎粒反応 に先立 って接着反応 が誘導 された。 この接着反応 と脱顎粒 反応 に対す る抗
インテグリン抗体 の影響 を検討 した ところ,い ずれの反応 もβ2イ ンテグリンであるCDIlb!CD18に対す
る抗体 によ・って抑制 された。 また,CDllb/CD18のリガ ン ドの一つである フィブ リノーゲ ンをIgGととも
に培養 プレー トに固相化する と,IgGによる脱 穎粒反応 は増強 された。 同様のCDllb/CD18依存性 は,脱
穎粒 のみ な らずIgGで 誘発 され る活性酸素 産生,お よび イノシ トール リン酸生成 におい て も認 め られ,
CDllb/dDl8を介す る接着 反応 が好酸球 のエ フェクター機 能の発現 に重要 な役割 を果た している ことが明
らか になった。この ようなCDllb/CD18依存性 は,IgGによって誘発 される好 中球の活性 酸素 産生 におい
て は,ほ とん ど認 め られないこ とか ら,CDllb/CD18が,好酸球 のエ フェクター機能 を選択 的 に抑制す る・
薬剤 を探索す る上で一つの切 り口になると考 えられた。
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審 査 結 果 の 要 旨
気管支喘息や種々のアレルギー性疾患において,炎症局所に集積する好酸球は細胞内穎粒に貯蔵 してい
る塩基性蛋白質を細胞外へ放出することによりアレルギー性疾患の増悪 に関与すると考えられている。本
研究は,好酸球の炎症局所への集積や脱穎粒反応の機序を明 らかにすることにより,好酸球の集積 を抑制
する作用あるいは脱穎粒反応を抑制する作用 を有するアレルギー性疾患治療薬の創出に寄与することを目
指 したものである。
まず,ブ タクサ花粉抽出エキスを抗原として感作 したマウスの腹腔内に抗原液を注入することによって
アレルギー性腹腔炎 を誘発するモデルを用いて好酸球の集積機序 に関する研究を行った。本モデルでは,
抗原液を注入することにより腹腔内に好酸球の顕著な集積が誘導されるが,この反応には感作T細 胞が産
生する1レ5が重要な役割を果た していることを明らかにした。また,即時型アレルギー反応に関与する
肥満細胞は好酸球集積反応にはほとんど関与 しないことも明らかにした。
次に,ブ タクサ花粉に感受性のある喘息患者の血清,お よび健常人の血液か ら分離 した好酸球を用いる
ことにより,好酸球の抗原特異的な脱穎粒反応系を作製 した。この系に関与するイムノグロブリンクラス
の同定を試みた結果,脱 穎粒反応には抗原特異的なIgG1またはIgG3と好酸球表面に発現 しているFcγ
RIIが関与 していることを明らかにした。 さらに,このIgGを介して好酸球が脱穎粒反応 を引 き起 こす過
'程には好酸球表面のCDllb/CDI8分子を介する細胞接着反応が必須であることを明らかにした。
アレルギー性炎症に伴 う好酸球の集積機序 にE-5が重要な役割を果たしていることをfηvfvoにおいて
証明したことは,IL5の産生あるいは機能を抑制する化合物が,好 酸球集積を抑制する新 しいタイプのア
レルギー性疾患治療薬になる可能性 を示 したものである。また,好酸球の抗原特異的な脱穎粒反応 に関与
するイムノグロブリンを同定 したことは,ア レルギー性疾患の発症機序を解明する上で一つの新 しい方向
性を示 したことになり,今後のアレルギー研究へ与えるインパ クトは大 きい ものがある。さらに,この脱
穎粒反応にはCDllb/CD18分子が強 く関わっていることを明らかにし,好 酸球の脱穎粒抑制剤の開発に
役立つ貴重な情報を推供 した。よって;本論文は博:士(薬学)の学位論文 として合格 と認める。
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